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論文内容の要旨
緒 二A再開
Robins らにより合成された allopurinol [4-hydroxypyrazolo (3 , 4-d) pyrimidineJ (以下 4-HPP と略)
は， hypoxanthine の構造類似体であり，白血病治療剤 6-mercaptopurine の体内酸化をおさえ，その血
中濃度を持続させる目的で用いられてきた。その後 4-HPP は xanthine oxidase (以下 XO と略)活性
にたいし強力な抑制作用をもつことから，痛風その他の高尿酸血症に基因する諸疾患の治療薬として
用いられるにいたった。
投与された 4-HPP は，肝臓で酸化され主代謝産物である oxipurinol になることが，ヒトならびにマ
ウス等でみとめられているが，このものもまた xanthine の構造類似体で， XO 活性の抑制作用をもつ
ことが知られている。一方， oxipurinol は，水に難溶性で腎臓からの f斯世がきわめて悪く， しかも腎
尿細管で再吸収されて体内に蓄積されることから， 4-HPP 連続投与時の薬理作用は主にこの oxipuri­
nol によるものであると考えられている。
岩田らは，マウスにおける 4-HPP の急性毒性に著明な性差があり，雌性の LDso 値が雄性のそれ
よりもはるかに高いこと，さらに[14 CJ 4-HPP をマウスに投与すると，雌性に比べ雄性動物の腎臓に
放射性物質がより多く蓄積されることを報告している。
Oxipurinol の指針世には性差がないことから，雄性マウスではより多くの oxipurinol が生成される可
能性が考えられる。一方，生体内での 4-HPP の oxipurinol への酸化は速いことが知られている。し
たがって， 4-HPP 急性毒性における性差の原因のひとつとして，肝臓での oxipurinol 産生活性の性差
が考えられる。
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これらのことから，著者はマウス肝の 4-HPP 代謝過程，特に oxipurinol 生成過程につきその基礎
的な性質を解明し かっ急性毒性の性差が現われる機構を明らかにする目的で本実験に着手した。
図に 4-HPP 及び oxipurinol の化学構造を示した。
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Schneider らの方法により肝細胞の各分画を調製した後， 4-HPP 酸化酵素活性を測定すると，核，
ミトコンドリア及びミクロゾームでは，その活性はわずかであり，ほとんどが上清分画に存在した。
また， 4-HPP 酸化反応の至適 pH は 8.0 付近であることがみとめられた。一方， 4-HPP 酸化反応に，
hypoxanthine , xanthine 及び尿酸は影響を与えなかったが N-methylnicotinamide (NMN) , pyridoxine 及
び quinine は著明にその反応を抑制することがみとめられた。
第 2 章 XO と 4-HPP 酸化酵素との比較
低濃度の 4-HPP は XO に親和性が高いこと，またこのものは XO の基質にもなることが知られて
いる。そこで， hypoxanthine を基質として測定した場合の XO 活性と 4-HPP 酸化酵素活性の臓器活
性分布さらにそれぞれの活性の種ならびに性差について比較検討した。 4-HPP 酸化酵素活性は，マ
ウスにむいてのみ性差がみとめられ，雌性よりも雄性でその活性が高いが， XO 活性には性差は認め
られなかった。マウス及びラットで 4-HPP 酸化酵素及び XO の各臓器での分布を検討したところ，
XO は脳以タ初)いずれの臓器でもその活性が認められたが， 4-HPP 酸化酵素活性は肝臓以外には認め
られなかった。
また，肝上清分画を1. 15% KCl を含む 0.1 M Tris-HCl buffer で透析すると XO 活性は約 3 倍に
増加したが， 4-HPP 酸化酵素活性は透析による影響は認められなかった。また透析外液中の K+ を除
くと 4-HPP 酸化酵素活性は減少したが， XO の活性比は依然みとめられた。さらに，酵素標品の凍
結処理により xo 活性は約 2 倍に増加したが 4-HPP 酸化酵素活性には変動が認められなかった。
以上のことから， 4-HPP 酸化反応に“xo 以外の酵素"が関与している可能性が示唆された。
第 3 章 マウス肝 4-HPP 酸化に対する性ホルモンの影響
マウス肝上清分画での 4-HPP 酸化活性は 5 週令以後から著しい性差が現われてくることがみとめ
られた。この週令は性ホルモン分泌の時期とも一致していることから去勢動物の 4-HPP 酸化酵素活
性を検討した。推↑生マウスでは酵素活性が次第に減少し宰丸摘出 8 日後には雌性のそれとほぼ同程度
になった。しかしながら，雌性では卵巣摘出により 4-HPP 酸化酵素活性の変化は認められなかった。
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次に性腺摘出を行なったマウスに testosterone を投与すると 4-HPP 酸化酵素活性は雌推ともに正
常雄性のレベルまで増加した。しかし estradiol-17-β の投与では酵素活性の変化は認められなかっ
た。
第 4 章 4-HPP 酸化酵素活性に対する一価陽イオンの影響
マウス肝上清分画の40~50% 硫安分画を 0.1 M Tris-HCl buffer で透析すると 4-HPP 酸化酵素活
性は約30% にまで減少するが K+ を含む条件での透析では活性に変化は認められなかった。このこ
とから， 4-HPP 酸化酵素活性の発現に K+ が関与していることが考えられ，次にこの酵素活性に対す
る種々一価陽イオンの影響を検討した。 K+ ， NH4十及び Rb+ 等は，透析により減少した酵素活性を回
復させた。 Na+ では中等度の回復が認められたが， Li+ 及び Cs+ では全く影響がみとめられなかった。
第 5 章 4-HPP 酸化酵素と aldehyde oxidase との関係
Chalmers らは， XO が欠損している xanthine 尿症患者も 4-HPP を酸化する能力を有していること
から“XO 以外の酵素"が4-HPP の代謝に関与していることを述べている。一方 Johns らは，家兎
肝 aldehyde oxidase (以下 AO と略)が 4-HPP を酸化することを示した。
-方， Huff らは，マウス肝AO 活性に性差があり，その活性は testosterone 依存性であることを報
告している。これらのことからマウスでの 4-HPP 酸化反応を触媒する“XO 以外の酵素"が肝 AO
である可能性が考えられるので AO 基質である NMN を用い 4-HPP と NMN の酸化活性を比較検
討した。 NMN を基質にした AO 活性と， 4-HPP 酸化酵素活性は推性マウスの成実棋H間中並行して増
加し，性ホルモン分泌期にともに高い活性が認められた。加熱処理により rctTI酵素活性は同ーの失活曲
線を描き， 4-HPP 及び NMN 酸化反応はそれぞれ NMN 及び 4-HPP により競合的に抑制された。
Chlorpromazine 等の種々の阻害剤により rdTI酵素活性は同程度抑制されることが認められた。 Dexa­
methasone を投与すると rCtTI酵素活性はともに著明に減少した。 AO 精製時，各段階での両酵素活性
は同じ率で精製された。また両酵素活性は一価陽イオンに対し同じパターンを示した。
以上のことから， 4-HPP 酸化に関与する“XO 以外の酵素"と，マウス肝AO が同一の酵素であ
ることがほぼ石室認された。
一方，生体アミンは monoamine oxidase により酸化され aldehyde 型になるが，これはさらに aldehyde
dehydrogenase 及び AO により酸化されることが知られている。そこでこの aldehyde は，生体アミンの
代謝に影響していることも最近報告されている。
これらのことから NMN 及び 4-HPP 酸化反応に対する生体アミンならびに関連化合物の影響を検
討した。 Tyramine ， noradrenaline , adrenaline , dopamine 及び serotonin は 10- 4 M で両酸化反応を著
明に抑制したが， histamine は 10- 3 M 濃度でも抑制作用を示さなかった。一方， monoamine oxidase 抑
制薬の phenelzine では強い抑制作用が認められた。
結論
本実験の結果からマウス肝 4-HPP 酸化酵素に関し以下のことが明らかになった。
1 )本酵素は肝上清分画に局在しており， XO とは異った性質を有している。
2 )本酵素活性には著しい性差が認められかつ testosterone により誘導される。
A吐
3 )本酵素活性の発現には K+ の存在が必要である。
4 ) Histamine を除いた生体アミンによりその活性が抑制される。
以上の成績から本酵素は肝AO と同一の酵素であることがほぼ確認された。
論文の審査結果の要旨
本論文は高尿酸血症治療薬 allopurinol のマウス肝酸化酵素について研究を行ない，本酵素は肝 alde­
hyde oxidase と同一の酵素であることを確認したもので，薬学博士の学位を授与するに値するものと
判定する。
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